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EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



@ Verwendung von Inhibitoren von Piasminogenaktlvatoren zur Behandlung von EntzUndungen und 
Wunden. 



0 Die Erfindung betrifft Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren, wie Urol(inase. uPA oder tPA zur intra- und 

postoperativen Therapie. zur Behandlung von Verletzungen sowie zur Behandlung und Prophylaxe entzOndlicher 
Erkrankungen. Geeignete Inhibitoren sind insbesondere PAI-1 und PAI-2. 
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Bei verschiedenen Erkrankungen ist die Regulation der Plasm in-Aktivitat gestort. Plasmin wird aus 
Plasminogen durch Plasminogenaktivatoren (PA) wie z.B. uPA (urinSrer PA) oder Gewebsplasminogenakti- 
vator (tPA) geblldet. Die PA*s werden durch Plasminogenaktivator-lnhibitoren (PAI) inhibiert. Als physiolo- 
gisch relevante PAI's sind zur Zelt zwei verschiedene Typen bekannt: Plasminogenaktivator-lnhibitor Typ 1 

5 (PAI-1) und Plasminogenaktivator-lnhibitor Typ 2 (PAI-2). Beide PAVs sind fnhibitoren vom Serpin-Typ. 

Im allgemeinen kommt es bei Entzundungen der Augen, der Ohren oder der Haut, z.B. bei einer 
Schadigung der Cornea, zu einer Erhohung der Plasminaktivitat in der Tranenflussigkeit. Plasmin wiederum 
wird fOr den Abbau von Fibronektin in der extrazellularen Matrix, fOr eine FQrderung der Angiogenese und 
fur eine Aktivierung der Prokollagenase zu aktiver Kollagenase, was den Abbau von KoHagen-MolekuIen zur 

10 Folge hat. verantwortlich gemacht (Barlati et al. Exp. Eye Res. 51, 1-9 (1990)). FOr die Behandlung 
verschiedener pathologischer Zustande, in denen erhohte Plasmin-Aktivitaten eine Rolle spielen, wurden 
bereits niedermolekulare Substanzen wie 2-Aminocapronsaure oder TranexamsSure (Trans-4-aminoethyl- 
cyclohexancarbonsaure) eingesetzt. So erwies sich z.B. die TranexamsSure fOr die Behandlung von 
Osteoarthritis geeignet. Ebenso konnte die bei Colitis ulcerosa und verwandten Erkrankungen uberschieBen- 

15 de fibrinolytische Aktivitat mit Hilfe von TranexamsSure reduziert werden. Die oben genannten niedermole- 
kularen Plasmin-lnhibitoren sind jedoch auf Grund ihrer toxischen Nebenwirkungen von Nachteil. 

Mit Aprotinin steht ein weiterer Plasmin-lnhibitor zur Verfugung. Er erwies sich fur eine Behandlung von 
Corneal ulcer als bedingt geeignet. 

Es wurde nun uberraschendenAreise gefunden, daB Entzundungen insbesondere der Augen, der Ohren 

20 und/oder der Haut aber auch beispielsweise Osteoarthritis oder Colitis ulcerosa auf vorteilhafte Weise mit 
Inhibltoren von Plasminogenaktivatoren behandelt werden konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung von Inhibltoren von Plasminogenaktivatoren zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie und/oder Prophylaxe von EntzUndungen der Augen, der Ohren, 
der Haut, von Osteoarthritis und/oder von Colitis ulcerosa. 

25 Gehemmt werden insbesondere Urokinase (uPA) und/oder tPA, vor allem uPA und/oder tPA. Geeignete 
Inhibltoren sind insbesondere PAI-1 und/oder PAI-2 und deren Mutanten oder Varianten, vor allem PAI-2, 
insbesondere Fragments von PAI-2, belspielweise Deletionen am N-Terminus vor allem der N-terminalen 
AminosSuren 1-82 bzw. 1-84 von reifem PAI-2. Die Inhibltoren kdnnen entweder allein oder in Kombination 
mit anderen Medikamenten, z.B. Antibiotika, verwendet werden, wobei sie sowohl lokal als auch systemisch 

30 appliziert werden konnen. Bei Osteoarthritis werden die Wirkstoffe vorzugsweise intraartikular oder intraope- 
rativ (offen oder arthroskopisch) appliziert. Eine wirksame Dosis liegt im allgemeinen fUr eine topische 
Anwendung be! 1 - 300 000 Urokinase-inhibierenden Einheiten und vorzugsweise bei 500 - 50 000 
Urokinase-lnhibierenden Einheiten, fur eine i.v. - oder fUr eine I5sungsvermittelte i.m.- Applikation bei 50 - 
750 000 Urokinase-inhibierenden Einheiten pro kg Korpergewicht. 

35 Die Inhibltoren, vor allem PAI-2, konnen durch Zusatz von physiologisch vertraglichen Stabilisatoren wie 
Albumin, Polygelin. Gelatinehydrolysat, Glycin. Cystein, Glucose, Lactose. Maltose und/oder Saccharose 
stabilisiert werden. 

Anwendungsgebiete der Inhibltoren sind im allgemeinen die lokale Therapie und/oder Prophylaxe von 
entzOndlichen Augenerkrankungen wie Corneal ulcer, Uveitis, Konjunktivitis, bei intra- und postoperativer 

40 Behandlung, zum Schutz der Augenstruktur, vor allem bei entzundlichem Verlauf. von entzundlichen 
Ohrenerkrankungen wie z.B. MittelohrentzOndung, TrommelfellentzUndung, Trommelfellrifi mit entzOndli- 
chem Verlauf, aber auch von Hauterkrankungen mit EntzOndungserscheinungen wie Rdtung, Insbesondere 
bei der Infiltration von Gewebe durch Entzundungszellen. wie Makrophagen, Monozyten und Granulozyten. 
Acantholyse, Blaschenbildung wie z.B. bei Pemphigus, Ekzem. Kontaktdermatitis und atopischer Dermatitis, 

45 Verbrennungen mit entzundlichem Verlauf, Vaskulitis, die Forderung der Wundheilung, die Therapie von 
offenen Wunden und dermalen Ulcere. Weitere Anwendungsgebiete sind die Behandlung epithelialer 
Usionen, Osteoarthritis, Colitis ulcerosa, Morbus Crohn, IBD (Inflammatory bowel disease). Pankreatitis, 
Akne, Behandlung epithelialer Lasionen, cornealer Lasionen, Narbenbildung bei Augenverletzungen. Skleri- 
tis, nicht-heilender Cornea-Erosionen, Xerose, Keratose. Des weiteren eignen sich die Inhibltoren allein oder 

50 in Kombination mit weiteren Wirkstoffen vorzugsweise als SpOllosungen bei der intra- und postoperativen 
Behandlung und/oder bei der Behandlung von offenen Wunden der genannten EntzUndungen. Eine weitere 
vorteilhafte Verwendungsart ist die Behandlung von Kontaktlinsen vor dem Tragen mit einer L6sung der 
genannten Inhibltoren allein oder in Kombination mit weiteren Wirkstoffen zur Hemmung der Neovaskulari- 
sierung, zur Therapie von Augenverletzungen und von AugenentzUndungen und/oder zur Behandlung von 

55 cornealen Infiltraten der Augen und von HornhautentzUndungen der Augen von Kontaktlinsentragern. 

Im folgenden werden einige bevorzugte Verwendungen von Inhibltoren von Plasminogenaktivatoren, wie 
z.B. PAI-2 im einzelnen beschrieben: 
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1. Die Verwendung bei der Behandlung nach Verletzung der Augen-Hornhaut durch Laserkeratektomie. 
aber auch durch Keratotomie. Dieses Laserkeratektomie- Verfahren kann Anwendung finden bei der 
Korrektur des Brechungsindex bei Kurz- und Weitsichtigen, zur Korrektur von Astlgmatismus, zur 
Korrektur von Hornhautfehlern. zur Entfernung von Narben, zur Keratoplastie, zur Glattung der Hornhaut 

5 bei Austrocknungserschelnungen, bei frischen Verletzungen der Hornhaut, bei Infektionen des Auges z.B. 
durch VIren (z.B. Herpes), Bakterien, Pilze Oder Paraslten, bei Kalkeinlagerungen unterhalb der Epithel- 
schicht (eine Alterserscheinung), bei Verwachsungen der Bindehaut mit der Hornhaut (Pterygien). 

2. Die Verwendung ber AugenentzOndungen und AugentrUbungen, z.B. nach Laserbehandlung, normaler 
Augenchirurgie (z.B. Vitrektomie. Kataraktchlrurgie, extrakapsulare Kataraktextraktion, Linsenoperationen, 

70 Linsenaustausch. Linsenimplantation. Keratoplastie, Hornhauttransplantationen), bei Konjunktivitis, Kerato- 
konjunktivitis, Keratokonjunktivitis sicca, Iritis, Iridocyclitis, Keratitis. Graves Ophthalmopathie, Mooren's 
ulcer, Vaskulitis, Uveitis, be! allergischen Erscheinungen Im Auge, Infektionen, Stoffwechselstorungen, 
EntzUndungserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemischenn Lupus erythematodes, We- 
gener Syndrom, rheumatischer Arthritis, Sarcoidose, Polyarthritis, Pemphigus, Pemphigoid, Erythema 

75 multiforme, Sjogren's Syndrom, entzundliche Darmerkrankungen (Inflammatory Bowel Disease), Multiple 
Sklerose, Myasthenia gravis. Keratitis, Skleritis. 

3. Die Verwendung zur Vermeidung der Narbenbildung am Auge nach chirurgischem Eingriff bzw. nach 
Verletzung. 

4. Die. Verwendung zur Beschleunigung der Wundheilung und optimalen Regeneration (z.B. glatte 
20 Grenzflache zwischen altem Stroma und neu gebildetem Epithel), zur Normallsierung und Stabilisierung 

der Stoffwechselfunktionen des Epithels und des Stromas nach Verletzung oder chirurgischem Eingriff. 

5. Die Verwendung zur Hemmung der Neovaskularislerung bei Retinopathies insbesondere bei Dtabeti- 
kern; bei RetlnaablOsung, GefSfiverletzung der Retina, bei EntzOndung der Retina und Uvea, bei 
Hornhauttransplantationen. 

25 6. Die Verwendung bei Transplantationen am Auge. Insbesondere bei Hornhauttransplantationen. PAI-2 
kann hier durch eine Reduktion der Aniockung von PMN die Senslblllsierung reduzieren, die Neovaskula- 
rislerung verhindern, ohne gleichzeitig die Wundheilung negativ zu beeinflussen. Dies mindert das 
AbstoBungsrisiko. 

7. Die Verwendung bei Odemen im Augenbereich, z.B. Makula-Odem, Submakula-Odem, Odem nach 
30 Photokoagulation, Cornea-Odem, Konjunktiva-Odem, Retlna-Odem, Odem in der Umgebung des Auges. 

8. Die Verwendung bei Infiltrationen fm Augenbereich. v.a. der Cornea, der Augenkammer. der Konjunkti- 
va und der Sklera. 

9. Die Verwendung zur Therapie des Corneal ulcer. 

PAI-2 kann beispielsweise wie folgt hergestellt werden: Wie in EP 0 238 275 beschrieben, wurde die 
35 PAI-2-cDNA nach dem Fachmann bekannten Verfahren Isoliert, kloniert. In Vektoren ligiert und in geeignete 
Wirtszellen transformiert bzw. transfizlert. Die Zellen wurden nach bekannten Verfahren fermentlert und 
aufgeschlosssen. Zur Reinigung von rPAI-2 aus z.B. E.coli-Lysaten eignet sich eine Kombination verschie- 
dener Chromatographie-Methoden (z.B. lonenaustauschchromatographie Gber Q-sepharose, Hydrophobe 
Chromatographie Ober Phenylsepharose, Gelfiltration Ober Sephacryl oder Fractogel). Zur Reinigung von 
40 rPAI-2 aus Hefe-Lysaten eignet sich ein Verfahren, bestehend aus Basisreinlgung (Zellabtrennung. Zellauf- 
schlufi mittels KugelmUhle, Cross-Row-Rltration. Cross-Flow-Konzentratlon) und anschlieOender Hochrelni- 
gung (Chromatographische Verfahren wie z.B. in WO 91/02057 beschrieben oder mittels lonenaustausch- 
chromatographie und Immunafflnitatschromatographie). Die spezifische Aktivitat ist im allgemeinen 150 000 
U/mg Oder mehr bezogen auf die Hemmung humaner Urokinase. 
45 Die Herstellung von PAI-1 kann auf analoge Weise, beispielsweise gemaB WO 90/13648 hergestellt 
werden. 

Die Vorteile der Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren sind vor allem eine im allgemeinen nicht- 
toxische und nebenwirkungsfreie Monotheraple der genannten EntzUndungen bei gleichzeitlger Hemmung 
der Neovaskularisierung. Da die Hemmung der Plasminogenaktivatoren wesentlich niedrigere Applikations- 
50 konzentrationen als bei Plasmininhlbitoren eriaubt, ist die gleichzeitige Applikatlon bzw. die Kombination mit 
anderen Wirkstoffgruppen wie z.B. Antibiotika besonders vorteithaft. Ferner Ist die applizlerbare Menge an 
Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren deutlich geringer als bei Plasmininhlbitoren und zudem Ist die 
Gefahr einer allergischen Reaktion im allgemeinen vermindert. Auch wurde eine vorteilhaft lange Wlrkungs- 
dauer im Vergleich zu Plasmininhlbitoren beobachtet. 

55 
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Beispiel 1: 

Anwendung von PAI-2 fur die Therapie von Corneal ulcer 

5 In dem von Cejkova at al. 1975 (Histochemistry 45: 71-75) beschriebenen Kanlnchen-Modell fUr Corneal 
ulcer wurde PAI-2 in verschledenen Konzentratlonen (5-100 ug/ml) lokal ins Auge appllziert (25 ug/ml drei 
mal taglich; lOOug/ml zwei mal taglich). Die Kontrollen erhielten gleiche Volumina (1 ml) des Losungsmit- 
tels (physiologlsche Kochsalzldsung. pH 7.2) und wurden zweimal taglich appllziert. Als Referenzsubstanz 
diente Aprotinin (5000 lU/ml in den ersten zwei Wochen, zweimal taglich; in den folgenden zwei Wochen 

10 wurde die Dosis auf 2500 lU/ml reduziert). 

Nach der Behandlung mit 0.75 M Natrlumhydroxid mit Hilfe eines Plastiktubus von 11 mm Innendurch- 
messer. kommt es zu einem massiven Influx von Entzundungszellen: Diese sezernieren proteolytische 
AktivitMt und induzieren gleichzeitig die Keratinozyten, auf dem Comea-Epithel ein anderes Proteoglycan- 
Spektrum zu synthetisieren. Dies hat Storungen in der Ordnungsstruktur der Cornea zur Folge, was 

75 wiederum zu einem Verlust der Transparenz fuhrt. 

Gemessen wurden folgende Parameter: Perforation der Cornea, Ulcus- Bildung, Neovaskularisierung, 
Plasmin-Aktivitat in der Tranenflussigkeit, Entzundungsmerkmale wie Einstrom von EntzQndungszellen, 
Transparenz des Auges. Sichtbarkeit der Iris (Tab. 1). Verglichen mit der Placebo-Gruppe ergaben sich 
folgende Vorteile bei den PAI-2 -Gruppen: Die Plasmin-Aktivitat konnte auf ein Minimum reduziert werden. 

20 Um mit Aprotinin das gleiche Ausmafi an Reduktion der Plasmin-Aktivitat zu erreichen, mu6 haufiger und 
offer applizlert werden. Mit PAI-2 wurden die Perforation und die Ulcus-Bildung komplett verhindert. Diese 
Effekte konnten auch mit Aprotinin erreicht werden. Uberraschenderweise wurde mit PAI-2 die Anzahl der in 
das als Folge des experimentellen Relzes elnstr5menden EntzGndungszellen drastisch und nachhaltig 
reduziert und zwar auf das bei gesundem Gewebe vorgefundene NormalmaB. 

25 Folgende positive Effekte konnten daruberhinaus uberraschenderweise erreicht werden: Die fur eine 
vollstSndige Abheilung unumgSnglich notwendige Hemmung der Neovaskularisierung wurde mit PAI-2 
tDewirkt. so daO die Transparenz des Auges wiederhergestellt werden konnte und die Iris wieder sichtbar 
wurde. Bei der Behandlung mit Aprotinin wird zwar die Ulceration und die Perforation der Cornea verhindert. 
. die Transparenz jedoch bleibt verloren. Die schon mit relativ niedrigen PAI-2-Dosierungen erreichten 

30 positiven Effekte waren auch nicht mit hoheren Aprotinin-Dosierungen zu erreichen. 

Die Hemmung von Plasminogenaktivatoren durch PAI-2 erSffnet zudem gegenOber der Hemmung von 
Plasmin, z.B. durch Aprotinin. noch weitere Vorteile: Die ausschliefillche Behandlung mit Inhibitoren von 
Plasminogenaktivatoren ist fOr einen Behandlungserfolg ausreichend, was einen Vorteil gegenOber der 
herkommlichen Therapie darstellt. Die extrem hohe Potenz des verwendeten Wirkprinzips eriaubt die 

35 Verwendung sehr gerlnger Inhibitor-Konzentrationen, so daO auch noch eine Kombtnationstherapie, z.B. mit 
Antiblotika, wie Chloramphenicol, gut moglich ist. 

In einem weiteren Versuch wurde die Behandlung des Corneal ulcer nicht direkt nach der Induktion, z.B. 
mit Alkali-Einwirkung, begonnen sondern erst nach 10 Tagen. Zu diesem spaten Zeitpunkt ist die Plasmin- 
Aktivitat in der TranenflUssigkeit schon betrachtlich auf Werte von 2-2,5 ug/ml angestiegen. 

40 Beginnt man zum glelchen Zeitpunkt (10 Tage nach der Induktion) mit einer Aprotinin-Behandlung 
(5000 lU/ml; lokale Applikatlon zweimal tSglich), so geht die in der TrSnenflGssigkelt nachweisbare 
Konzentration an aktivem Plasmin auf Normalwerte zurGck. Dieser Effekt halt aber nur fOr ca. zwei Stunden 
an. dann steigen die Plasmin-Werte wieder an. 

Beginnt man zu diesem Zeitpunkt mit einer PAI-2-Behandlung (z.B. 100 ug/ml; lokale Applikation). so 

45 fallt die aktive Plasminkonzentratlon auf Normalwerte (0.4-0,6ug/mI) zurQck. Der Effekt einer einmaligen 
PAI-2-Appllkation halt Uberraschenderweise sehr lange an. So liegt z.B. die Plasminkonzentratlon in der 
TrSnenflOssigkeit 48 Stunden nach einer einmaligen PAI-2-Applikation noch bei lug/ml. Hierbei waren alle 
drei getesteten PAI-2 Konzentrationen (5, 25, 100 ug/ml) geeignet, den ulcerativen Prozefl zu reduzieren. 
Die besten TherapieergebnIsse wurden bei einer PAI-2-Konzentration von 25 ug/ml erzielt. 

50 Dieser Uberraschend lang anhaltende Effekt wird nur bei einer Inhibierung der Plasminogenaktivatoren 
durch PAI-2 beobachtet. jedoch nicht bei einer Hemmung des Plasmins durch Aprotinin. 

WShrend die lokale Applikation von Steroiden beispielsweise von Dexamethason-natriumphosphat bei 
der Behandlung des Auges mit Nebenwirkungen, wie z.B. Veranderung der Quellung des Glaskorpers und 
des Augendruckes, verknupft ist, zeigt eine Behandlung des Auges mit PAI-2 beim normalen Auge keine 

55 Nebenwirkungen. So bleiben Histologie wie z.B. das Muster der lamellaren Struktur des anterioren Stroma, 
aber auch biochemische Befunde wie z.B. die Hydrierung der Cornea, enzymatische Aktivitaten 
(Laktatdehydrogenase, saure Phosphatase, saure Glycosidase, alkalische Phosphatase. Succinatdehydroge- 
nase). unverandert. AuBerdem konnte gezeigt werden, daB neben der erfolgreichen EntzUndungshemmung 
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die Reepithellaiisierung nicht gehemmt wird. 

Messung der Plasminaktivitat in der TrSnenflUssigkeit: 
Kleine Papierscheibchen (Whatman Filterpapier; 5 mm Durchmesser) wurden in einer Substrat-Losung von 
D-Val-Leu-Lys-trlfluoromethylaminocoumarin (FCA. von Enzymes Systems Products. Livermore. CA, USA) 

5 getr3nkt und getrocknet. Die Substrat-L5sung wurde folgendermaBen prapariert: 1 mg Substrat wurde in 4 
Tropfen N.N-dimethylformamid gelost und 1 ml 0,1 M Tris-HCI pH 7.2 zugegeben. Plasminlosungen mit 
0.2-0.5 ug/ml wurden hergestellt durch Losen von Plasmin (Sigma) in 0.1 M Tris-HCI-Puffer mit pH 7.2, 20 
ul jeder Konzentration wurden auf die mit Substrat-L6sung vorbehandelten Papierscheibchen getropft und 
dann in einer feuchten Kammer bei 37 •€ (in einem Thermostaten), zusammen mit den mit Tranenflussig- 

10 keit getrankten Papierscheibchen inkubiert. Zur Bestimmung der Plasmin-Konzentration in der TrMnenflUs- 
sigkeit wurden die Papierscheibchen auf die Cornea gelegt und die Tranenflussigkeit wurde 5 Sekunden 
lang aufgesaugt. Wahrend der Inkubation der Papierscheibchen bei 37 'C wurden diese in 2-Stunden- 
Intervallen im UV-Llcht untersucht. Die Intensitat der im UV-Licht emittierten gelben Fluoreszenz der 
Tranenflussigkeitsproben wurde mit den Proben mit bekannter Plasminkonzentration (Eichkurve aus Papier- 

75 scheibchen mit bekannter Plasminkonzentration) verglichen und so die Plasminaktivitat der Proben ermittelt. 
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Tab. 1: 



Behandlung von Alkali-induziertein Corneal ulcer 
Testgruppen: 

Gruppe 1: Plazebo-Gruppe (physiologische Kochsalzlosung; 

wurde zweimal taglich appliziert) 
Gruppe 2: Aprotinin-Gruppe (5000 lU/ml zweimal taglich 

appliziert) 

Gruppe 3: rPAI-2 (100 ^g/ml; zweimal taglich appliziert) 
Gruppe 4: rPAI-2 ( 25 fig/ml; dreimal taglich appliziert) 

Parameter Behandlungsresultat der 4 Testgruppen 

nach 4 Wochen Behandlung 

12 3 4 



Transparenz - 
Iris sichtbar 

Entziandung + 
Erhohte Plasminaktivitat + 

Neovaskularisieriing + 

Ulcer-Bildung + 

Perforation + 

Beispiel 2: 

Verwendung von PAI-2 zur Regeneration des Hornhautepithels 

In einem Kaninchen-Modell wurde der Effekt von PAI-2 auf die Regeneration von Hornhautepithel 
untersucht. 

Modellbeschreibung: 

Die Untersuchungen wurden mit adulten Chinchilla-Kaninchen (2,5- 3.0 kg Korpergewicht) durchgefOhrt, Die 
Tiere wurden anSsthesiert durch i.v.-Verabreichung von Thiopental (25 mg/kg Korpergewicht). Die Augen 
wurden dann fixiert und die Hornhaut mechanisch verletzt: Die ganze Hornhaut wurde vorslchtig zweimal 
deepithelialislert (inn Abstand von einer Woche) mit Hilfe eines Graefe*schen Messers. Anschliefiend wurde 
PAI-2 (in PBS-Puffer. pH 7.2) in verschiedenen Konzentrationen (5-50 ug/ml) lokal ins Auge appliziert (3 mal 
taglich). Die Kontrolltiere erhielten gleiche Volumina (0.5 ml) an PBS-Puffer (pH 7.2) Oder Aprotinin (60 
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ug/ml) Oder Flurbiprofen (0.1 % Losung) in PBS-Puffer, pH 7,2. 

Die Tiere wurden nach verschiedenen Zeiten (nach 1, 4. 7, 14, 21, 28 Tagen) nach Setzen der Verletzung 
getotet. Die Hornhautstruktur wurde histologisch und histochemisch untersucht. 

In der Tranenflussigkeit wurde die Plasnnin-Aktivitat bestinnmt und mit den histologischen Daten korreliert. 
5 Zweinnal pro Woche wurde das optische Erscheinungsbtid der Augen photographisch dokumentiert. 
Die Bestimmung der Plasmin-Aktivitat erfolgte wie unter Beispiel 1 beschrieben. 

Nach der Totung der Tiere wurden die Augen sofort enukleiert, die Hornhaut oder das ganze anteriore 
Augensegment ausgeschnitten. 

Einige Corneae wurden einer Silberimpragnationstechnik nach IVIcGovern (1955) unterzogen. Nach dem 

10 Abziehen des Epithels wurden die Praparationen in Gelatine gebracht. Alle anderen Methoden wurden mit 
den ganzen anterioren Augensegmenten durchgefuhrt. Bin Teil wurde gequencht in Leichtbenzin, das mit 
einer Mischung aus Aceton und Trockeneis gekuhit war. In einem Kryostat wurden Schnitte (12 um dick), 
parallel Oder perpendikular zur Augenoberflache, durchgefUhrt. Dann wurden die Schnitte auf nicht vorge- 
kuhlte Objekttrager oder semipermaeble Membranen uberfuhrt und auf Glucosaminoglykane, Aminopeptida- 

15 se M (APM). Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV), Gamma-Glutamyltransf erase (GGT), alkalische Phosphatase 
(AlP), Na+-K+-abhangige Adenosintriphosphatase (ATPase) und Dehydrogenasen (Succinatdehydrogenase 
SDH, Laktatdehydrogenase LDH) untersucht. 

Vor dem Nachweis von APM, DPP IV, GGT und AlP wurden die Schnitte fOr 2 Minuten fixiert mit einem 
kaltem Gemisch aus Chloroform und Aceton (1:1). AlP wurde nachgewiesen uber eine Azo- Kopplunsmetho- 

20 de unter Verwendung von NaphthoI-AS-MX-phosphat (Calbiochem, La Jolla; Ca, USA) und Fast Blue B salt 
(Michrome, Gurr, Poole, UK). APM wurde nachgewiesen mit Ala-4-methoxy-^-naphthylamin-Ala-MNA 
(Bachem, Bubendorf, Schweiz) und Fast Blue B salt (FBB, Michrome Gurr, UK), DPP IV mit Gly-Pro-MNA 
(Bachem; Schweiz) und Fast Blue B salt (Michrome.Gurr, UK). GGT mit Gamma-Glu-MNA (Bachem, 
Schweiz), Gly (Lachema, Brno, CSFR) und Fast Blue B nach Lojda et al.(1979). Schnitte auf semipermeab- 

25 len Membranen wurden verwendet fur den Nachweis von saurer Phosphatase (AcP) - mittels Azo- 
Kopplungsreaktion mit Naphthol-AS-BI-phosphat (Calbiochem) und Hexazonium p-rosanilin, das aus Acridin- 
freiem rosanilin (Merck, Darmstadt, Germany) hergestellt wurde - und von /3-Glucuronidase (/3-glu) und N- 
acetyl-i3-D-glucosaminidase (Ac-Glu) - Substrate: Naphthol-AS-BI-^-glucuronld und Naphthol-AS-BI-N- 
acetyl-^-D-glucosaminid (beide von Calbiochem); fOr beide wurde das Kopplungsreagens Hexazonium-p- 

30 rosanilin verwendet. Saure )8-Galaktosidase (jS-Gal) wurde mit Hilfe der indigogenen Methode von Lojda 
(Cejkova und Lojda, 1975; Lojda et al; 1979) unter Anwendung von 4-CI-5-Br-3-indolyl-i5-D-galactosid (Cycio 
Chemicals, Los Angeles, CA.USA) nachgewiesen. 

ATPase wurde nach Cejkova und Lojda (1978) unter Venvendung von ATP-Tris und Ba^^-Salz nachgewie- 
sen. 

36 Dehydrogenasen wurden in unfixierten Kryostat-Schnitten nach Lojda et al.(1979) detektiert mit Nitro BT 
(Lachema.Brno.CSFR) als Elektronenakzeptor. 

FOr den Nachweis von Glucosaminoglykanen, wurden die Schnitte fixiert in kaltem Ethanol (5 Minuten) und 
mit einer 1%-igen Alcian blue Losung, die verschiedene Konzentrationen an MgCl2 enthielt, gef3rbt 
(Cejkova et al., 1973), aber auch mit einer 1%-igen L5sung von Alcian blue in 3%-iger Essigsaure, pH 2,5. 

40 Der verbleibende Teil des anterioren Augensegmentes wurde fixiert in 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M 
Phosphat-Puffer. pH 7.2, und dann in einem Kryostaten geschnitten. 12 um-dicke Schnitte wurden auf 
Albumin-beschichtete Objekttrager Ubertragen, aufgetaut und getrocknet. Fixlerte Schnitte wurden fUr den 

- Nachweis von DPP IV (mit Gly-Arg-MNA, Bachem Schweiz, und Nitrosalicylic aldehyde, NSA, Merck) und 
DPP il (mit Lys-Pro-MNA und Fast Blue B) verwendet (nach Lojda, 1985 und Cejkova und Lojda 1986). 

45 Einige der fixierten Hornhaute wurden auf morphologische Veranderung (mittels Hamatoxylin-Eosin-Far- 
bung) untersucht. 
Puffer-Kontrolle: 

Im unbehandelten Auge steigt die Plasmin-Aktivitat von 0,2-0,4 ug/ml innerhalb von 2 Stunden nach der 
Verletzung an. Nach einem Tag ist eine Plasmin-Aktivitat von 1,0-2,0 ug/ml erreicht, bleibt auf diesem Wert 
50 bis zum Tag 7. fallt dann bis zum Tag 14 auf 0.2- 0,4 ug/ml ab und erreicht nach 21 Tagen einen Wert von 
kleiner als 0,2 ug/ml (s. Tab. 2). 

Das Epithel regeneriert sich vom Limbus her und enthSIt verschiedene EnzymaktivitSten (DPP IV, saure 
Glycosidasen und lysosomale Proteasen (s. Tab. 3)). Innerhalb von 4 Tagen nach der De-epithelialisierung 
wird ein masslver Einstrom von Entzundungszellen (vor allem polymorphkernige neutrophile Granulozyten, 
55 PMN) ins Stroma beobachtet. In der Peripherie findet eine Neovaskularisieung der Hornhaut statt. Einige 
Keratinozyten werden nekrotisch. Diese werden von Keratinozyten aus der Nachbarschaft ersetzt. Nach 14- 
21 Tagen ist die Re-epithelialisierung abgeschlossen. Als negative Folgen sind Angiogenese und Transpa- 
renzverlust zu nennen (die Transparenz wurde nicht wieder voll hergestellt). 
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Die aufgetretene HornhauttrObung war irreversibel. 
Behandtung mit Flurbiprofen: 

Ahnlich wie bei der Pufferkontroll-Gruppe stieg die Plasmin- Aktivitat in der TranenflUssigkeit an (s. Tab. 2). 

Im Gegensatz zur Pufferkontrolle stromten weniger Entzundungszellen ins Stroma ein, die Neovaskutarisie- 
5 rung war behindert. jedoch nicht blockiert. Bei einigen Augen fand eine Re-epithelialisierung nicht statt. 

manchmal war sie sogar inhibiert. Das Hornhautepithel zeigte nur sehr niedrige Aktivitaten an ATPase und 

GGT. Die Daten sind in Tab. 3 zusammengefaBt. 
Behandlung mit Aprotinin Oder PAI-2: 

Wahrend des ganzen Versuchsablaufes waren die Plasmin-Aktivitaten signifikant reduziert. Die Maximalwer- 
10 te bei der Aprotinin-Gruppe lagen bei 1,0 ug/ml, in den PAI-2 Gruppen bei nur 0.4 ug/ml (s. Tab. 2). 

Die Aktivitaten von DPP IV. sauren Glycosidasen, lysosomalen Hydrolasen sind in beiden Behandlungs- 

gruppen nur relative schwach. diejenigen von ATPase und von GGT sind normal. 

Unter Aprotinin-Behandlung wandern nur relativ wenig EntzOndungszellen ins Stroma ein, in den PAI-2- 
Gruppen sind fast keine mehr nachzuweisen. 

75 Die Transparenz wurde in beiden Behandlungsgruppen wiederhergestellt. 

In der Aprotinin-Gruppe war die Wundheilung erst nach 14 Tagen abgeschlossen, wahrend die Wundhei- 
lung in den PAI-2 Gruppen schon am Tag 10 nach der De-epithelialisierung wieder abgeschlossen war. 
Durch Aprotinin-Behandlung konnte die Neovaskularisierung der Hornhaut nicht verhindert werden. w3hrend 
die Behandlung mit PAI-2 (in alien angewendeten Konzentrationen) die Angiogenese vollkommen blockierte. 

20 Die Vorteile einer Behandlung mit PAI-2 bzw. Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren liegen somit in 
einer Beschleunigung der Re-epithelialisierung, in einer vollstandigen Blockierung der Neovaskularisierung, 
in einer vollstandigen und schnellen (schneller als mit Aprotinin oder einer anderen Substanz) Wiederher- 
stellung der Transparenz. PAI-2 unterdrUckt die EntzOndung der Hornhaut und des Stromas sehr gut. So 
werden z.B. fast kaum ins Entzundunggsgebiet eingwanderte PMN nachgewiesen. Die enzymatischen 

25 Aktivitaten des Hornhautepithels normalisieren sich unter der Behandlung mit PAI-2 sehr schnell wieder. Als 
zusStzlicher Vorteil tst zu werten, da6 die angewendeten PAI-2 Konzentrationen weitaus geringer als die von 
Aprotinin waren. 

PAI-2 war selbst in Konzentrationen von 10 ug/ml noch vol! aktiv. Hiermit ist der Vorteil von PAI-2 
verbunden, daB PAI-2 evtl. noch mit anderen Wirkstoffen gleichzeitig appliziert werden kann. 

30 

Tab. 2 



35 



40 



PLASMIN ACTIVITY IN THE TEAR FLUID (ii.g/ml) 



Repeated de-epithelialization 



Time (h,d) 


Buffer 


r.PAI-2 


Aprotinin 


Flurbiprofen 


2h 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


< 0.2 


0.2-0.4 


1 d 


1,0-2.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


1 .0-2.0 


4d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


1,0-2.0 


7d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


1.0-2.0 


14 d 


0.2-0.4 


< 0.2 


<0.2 


0.2-0.4 


21 d 


<0.2 






< 0.2 



45 



50 



55 
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Tab. 3 Repeated corneal de - epithelisation 

of the rabbit eye 

5 



10 


Farameter 


Buffer 
control 


Test groups 

Flurbiprofen Aprotinin 
[lOmg/ml] . [60 ;ig; mi I 


r?AI-2 


15 


1. 


Plasmin activity 
in tear fluid 


Increase 


Increase 


lactease 


no 

^aease 


20 


2. 


Enzymatic activities 
in corneal epitheUum 










25 




- DPP IV 

- Acid glycosidases 

- Lysosomal hydrolases 

- Na-*" • K+ -ATPase 
• GGT 


+• 
+ 
+ 


low- 
low 
low 
low 
low 


slig^ 
sli^ 
sU^ 


slight 
slight 
sli^t 

+ 


30 


3, 


PMN in stroma 


Numerous 


. low 


low 


Nearly 
Absent 


35 


4. 


ReepithelisatLon 
after 

wound healing 


Nonnal 
(14 days) 


Prolonged 


Enabled 
(<14days) 


Accelerated 
(10 days) 


40 


5. 


Vasculaiisation 


Pronounced 


Inhibited 
(not bicxdced) 


Pronounced 


Blocked 


45 


6. 


Transparency 
of cornea 


Incversible 
Cloudy 


PartiaEy 
Oaudy, 


Restored 
(niaify) 


Restored 



50 

Beispiel 3: 

PAI-2 zur Behandlung von Augenverletzungen bzw. zur intraund postoperativen Behandlung 

55 Die Experimente wurden wie unter Beispiel 2 beschrieben durchgefUhrt und ausgewertet. Hierbel wurde 
jedoch nicht das Epithel at)gezogen, sondern die Hornhaut wurde durch einen Skalpellschnitt. der in das 
Stroma mit einer Tiefe von 60-80 % der Stromadicke eindrang und die ganze Hornhautoberflache umfaBte 
(5 mm vom LImbus). verletzt. Nach einem Schnitt in die Hornhaut steigt die Plasmin-AktivitSt in der 
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Tranenflussigkeit relativ rasch (innerhalb von 2 Stunden) an und bleibt Uber mehrere Tage hinweg auf 
relativ hohen Werten stehen (s. Tabelle 4). 

Schon nach einem Tag wandern EntzUndungszellen in das Verwundungsgebiet ein. Hier kann man dann 
auch in unmittelbarer Nahe erhohte Aktivitaten an lysosomalen Proteasen und von Glycosidasen nachwei- 
5 sen. 

Von Tag 1 bis Tag 7 wandern Epithelialzellen in die Schnittwunde ein. Nach 10 Tagen ist die Schnittwunde 
mit Epithelzellen wieder aufgefullt. Die Adhasion der eingewanderten Zeilen zum darunter liegenden Stroma 
ist jedoch sehr schlecht. Daher findet der eigentliche WundverschluB eher langsam und schleppend statt. 
Bei der Wundheilung war die Anordnung der Koilagen-Fibrillen unregelmSBig. 
10 Glycosaminogtykane warden an der Verwundungssteile nicht nachgewiesen. Die Aktivit3ten von Glykosida- 
sen, vor allem von jS-Galaktosidasen, waren im selben Gebiet erhoht. 

Vom makroskopischen Erscheinungsbild her ging teilweise die Transparenz der Hornhaut im Bereich der 
Schnittwunde vorUbergehend - das Maximum lag wShrend der Wundheilungsphase zwischen Tag 4 und 
Tag 7 - verloren. 

75 Die Hornhaut verheilte mit einem nicht-transparenten Narbengewebe. Die Veranderungen der Hornhaut- 
Transparenz waren irreversibel. In Tab. 5 sind die Daten zusammengefaBt. 
Behandlung mit PAI-2: 

WShrend der gesamten Behandlungszeit war bei den mit PAI-2 behandelten Tieren in der TrSnenflUssigkeit 
nur eine minmale Plasmin-Aktivitat nachweisbar. Die maximal erreichte Aktivitat lag bei 0.4 ug/ml, 
20 Im Gegensatz zur PufferkontroH-Gruppe war bei den mit PAI-2 behandelten Tieren die Entzundung komplett 
gestoppt So waren z.B. am Tag 1 in den mit PAI-2 versorgten Augen keine EntzOndungszellen In 
unmittelbarer Nahe der Stroma-Wunde nachweisbar. 

Die Keratinozyten wurden relativ frUh aktiviert. Die einwandernden Epithelialzellen besafien nur relativ 
niedrige Aktivitaten an lysosomalen Hydrolasen, wohingegen die Aktivitaten von GGT, ATPase und SDH 

25 wieder sehr fruh normalisiert waren. 

Schon nach nur 4 Tagen war die Schnittwunde wieder mit Epithelialzellen voll aufgefOllt. Diese adhSrierten 
sehr gut am darunter liegenden Stroma. Schon am Tag 10 war die gesetzte ursprunglich klaffende 
Schnittwunde wieder vollkommen abgeflacht. Die tiefer liegenden Schichten des Stromas heilten unter 
Beteiligung (Stoffwechsel- und Zeilteilungsaktivitat) der benachbarten Keratinozyten. 

30 Nach 14 Tagen war die Wundheilung abgeschlossen. Die neu gebildeten Keratinozyten zeigten eine 
normale StoffwechselaktivitSt (z.B. bzgl. GGT). auch waren keinerlei Hinweise auf eine EntzQndung gege- 
ben. 

Insgesamt erm5gllchte die Behandlung mit PAI-2 eine wesentlich beschleunigte und von der Quallt3t her 
wesentlich bessere Wundheilung. Die Wundheilung der Hornhaut ergab ein voll transparentes Gewebe, die 
35 Narbenbildung unterbiieb vollkommen. Die fur den Patienten wichtigen Befunde konnten mit beiden PAI-2 
Konzentrationen (10 mg/ml und 20 ug/ml) erzlelt werden. 

Die PAI-2 Daten sind in Tabelle 5 zusammengefaBt. 

Behandlung mit Aprotinin: 

Im Vergleich zur Pufferkontroll-Gruppe war die Plasmin-Konzentration in der TranenflUssigkeit reduziert (s. 
40 Tab. 3). 

Die Schnittwunde heilt mit normaler Geschwindigkeit ab (langsamer als mit PAI-2). 

Vergleichbar mit dem PAI-2-Effekt war bei den einwandernden Epithelialzellen die Aktivitat von lysosomalen 
Hydrolasen und Glykosidasen reduziert. 

Die Adhasion des neu gebildeten Epithels am Stroma war nicht so stark wie bei den mit PAI-2 behandelten 
45 Tieren. Die Schnittwunde heilte langsamer, ergab jedoch ein transparentes Gewebe. Histochemisch war die 
Wundstelle sehr Shnltch im Vergleich zu derjenigen bei den mit PAI-2 behandeten Tieren. 
Puffer-Kontroll-Gruppe: 

Bei den Tieren der Puffer-Kontrollgruppe war die Plasmin-Aktivitat in der TrSnenflUssigkeit Qber ISngere 
Zeit erhoht (s. Tab. 4). Gleichzeitig wird ein starker Einstrom von EntzOndungszellen (vorwiegend PMN) In 
50 die Hornhaut beobachtet. 

Das lytische Potential des Epithels, bestehend aus z.B. lysosomalen Hydrolasen, war erhoht, wShrend die 
Aktivitat von GGT und ATPase reduziert war, 

Der WundverschluB selbst war sehr langsam (ca. 10 Tage), die Adhasion des neu gebildeten Epithels am 
darunter liegenden Stroma war sehr schlecht. es kam zur Bildung weiBer Narben, die Tranparenz ging 
55 teilweise verloren, und zwar irreversibel. 

Die Vorteile einer Behandlung mit PAI-2 bzw. mit Inhibitoren des Plasmin/Plasminogenaktlvator-Systems 
liegen demzufolge darin, daB es nur auf diese Weise zu einer schnellen und voll zufriedenstellenden - voll 
transparent, keine Narben. gute Adhesion, keine Neovaskularisierung. normale StoffwechselaktivitSt der 
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Hornhaut - Wiederherstellung der Hornhaut. auch auf histologischer Basis, kommt. 

Tab. 4 

PLASMIN ACTIVITY IN THE TEAR FLUID (iig/ml) 



Corneal deep incision wound 



Time (h,d) 


Buffer 


r-PAI-2 


Aprotlnin 


2h 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


< 0.2 


1 d 


0.4-1.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


4d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


7d 


1.0-2.0 


0.2-0.4 


0.4-1.0 


14d 


0.4-1.0 


0.2-0.4 


0.2-0.4 


21 d 


0.2-0.4 


< 0.2 


< 0.2 


28 d 


< 0.2 







20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 
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Tab. 5 Corneal deep incision wound 

of the rabbit eye 



farsLnTLeter 


Buffer control 


Test groups 

Aproonin 
[60;i5/xnll 


r?AX*2 


lear tiuiu 








- Hasmin activity 


high increase 


Reduced 


nearly no increase 


Tnfilfcratioii 








- PMN's 


Nuxnerous 


Bare 


Absent 


Epithelium 








- Lysosomal 
Hydrolases 


Til. J 1 1 mJCLafT 


L»ow 


• Low 


- GGT 


Decreased 


Noxmal 


Nonnal (eady) 


- ATPase 


Decreased 


Nonnal 


Nonnal (early) 


Wound healine 








- Wound dosure 

• Epithelial 
adhesion 
to stroma 


Slowly 
(10 days) 

Bad 


Nonsal 
Acceptable 


accelerated 
(4day9) 

Very good 


. Scar formation 


+ 






- Transparency 


PartLaEy lost 
Icrevexsible 


Transparent 


Transparent 



Belsplel 4: 

Verwendung von PAI-2 zur Behandlung nach Laser-Chirurgie 

In dem von Lohmann at al. 1991 beschriebenen Verfahren wurde die photorefraktive Laserkeratektomie 
be\ Kaninchen durchgefuhrt (193 nm excimer laser). AnschlieBend wurde PAI-2 in einer Konzentration von 
20 ug/ml lokal Ins Auge applizlert (zwei- bis dreimal tSglich). Die Kontrolgruppe erhielt gleiche Volumina 
des Losungsmittels (20 mM Glycin pH 7.2; 150 mM NaCI, 0,3 % Gelatinehydrolysat). Die Referenzgruppe 
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erhielt entweder Aprotinin (5000 lU/ml; 2 mal taglich; 2 Wochen) Oder 0.1 % Prednisolonacetat (2 mal 
taglich, 1 Woche; 1 mal taglich. 1 1 Wochen) oder 0,1 % Flurbiprofen (s. Prednisolonacetat). 
Als MeOparameter dienten Ausbildung von Trubung, Plasminkonzentration in der Tranenflussigkeit und der 
histologische Befund. 

5 In der Kontrollgruppe stieg die Plasminkonzentration innerhalb kurzer Zeit von ca. 1 ug/ml auf Werte 
von bis zu 50 ug/ml an, normalisierte sich aber nach einer Woche wieder. Die AbschluBflache zwischen 
dam neu gebildeten Epithel und dem verbliebenen Stroma war nicht glatt. AuSerdem konnte neu gebildetes 
Matrixmaterial, z.B, Kollagen, nachgewiesen werden. 
Im Stroma warden vereinzelt Vakuolen beobachtet. 

70 Ohne Behandlung besteht die Tendenz zur Regression zur Kurzsichtlgkeit. 

Als Folge der Blldung von Fehlstrukturen und von Neusynthesen war sine TrUbung des Auges zu 
beobachten. 

Bei Behandlung mit Prednisolonacetat wird im Prinzip das gteiche Ergebnis beobachtet, lediglich die 
Neusynthese von Kollagen ist etwas reduziert. wohingegen bei der Behandlung mit Flurbiprofen neben der 
75 Trubung eine signifikante Neusynthese von Kollagen zu beobachten ist. 

Bei der Behandlung mit Aprotinin ist die Grenzflache zwischen altem Stroma und dem neu gebildeten 
Epithel glatt. Dennoch wird eine durch Lichtreflexion bedingte TrObung der Hornhaut beobachtet. Es wurden 
keine Vakuolen beobachtet, auch waren die Basalzellen von normaler GrSBe. Jedoch wurde neues Kollagen 
synthetisiert. 

20 Die Behandlung mit PAI-2 hat ein absolut klares, transparentes Auge zum Ergebnis (s. Tabelle 6). Selbst 
nach Qber drei Monaten wird keine TrUbung - diese tritt normalerweise spatestens nach drei bis fOnf 
Wochen auf - festgestellt. Das Epithel wird perfekt regeneriert: 

die GrenzflMche zwischen altem Stroma und neu gebildtem Epithel ist glatt. Es gibt keine Ablagerungen, 
keine Vakuolen, keine Neusynthese von Kollagen und keine Hyperplasie des Epithels. 
25 Eine Regression hin zur Kurzsichtlgkeit wurde nicht beobachtet. 

Selbst wenn man alle Referenzsubstanzen miteinander kombiniert ist das Behandlungsergebnis nicht 
besser als das der mit PAI-2 behandelten Gruppe. 

Die Nachteile dieser Kombinationstherapie bzw. einer Theraple mit Referenzsubstanzen gegenuber einer 
Behandlung mit PAI-2 sind: 

30 - Topische Applikation von Steroiden iiber drei Monate Oder langer bringt ein unerwunschtes und hohes 
Risiko (abhangig von der Ablationsstarke) fOr die Bildung von Sekund3rglaukomen. 

- Aprotinin erwies sich als unvertraglich mit Prednisolon 

- Oberempfindlichkeitsreaktionen gegenuber Aprotinin sind bekannt 

- BSE-Problematik, Reinheitsgrad, Fremdprotein-Charakter sprechen gegen die Anwendung von Aproti- 
35 nin. 

Tab. 6 



THERAPIE NACH LASERKERATEKTOMIE: 




Behandlung Dauer 


TrUbung 


EpIthelftSiche 


Kollagenneusynthese 




(Monate) 






(°> Lichtreflexion) 


Prednisolon 


3 


+ 


unregelmaBig 


+ 


Flurbiprofen 


1 -3 


+ 


unregelmaBig 


+ + 


Aprotinin 


0.5-1 


+ 


regelmaBig 


+ + 


Aprot/Pred. Flurbiprofen 


3 


+ 


regelmafiig 


J) 


PAI-2 


1 




regelmaBig 





Aber Neusynthese einer noch unbekannten Substanz 



50 

PatentansprUche 

1. Verwendung von Inhibitoren von Plasminogenaktivatoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Thera- 
pie und/oder Prophylaxe von Entzundungen der Augen, der Ohren, der Haut. der Knochen, der 
Geienke, des Darms Oder anderer innerer Organe und/oder zur intra-und/oder postoperativen Behand- 
lung und/oder zur Behandlung offener Wunden. 
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2. Verwendung nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, daS die Plasminogenaktivatoren Urokinase 
und/oder tPA sind. 

3^ Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichneti dafi die Inhibitoren PAI-1 und/oder PAI-2 sind. 
vorzugsweise Fragmente von PAI-2. 

4. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Corneal ulcer, Uveitis, Konjunktivitis. Mittelohrent- 
zOndungen, TrommelfellentzOndungen. TrommelfellriB mit entzUndlichem Verlauf, Rotungen der Haut, 
Acantholyse, Pemphigus, Ekzem, Kontakldermatitis, atopische Dermatitis, Verbrennungen mit entzUndli- 
chem Verlauf. Vaskulitis, dermale Ulcera, Osteoarthritis, IBD (Inflammatory Bowel Disease). Pankreatitis, 
Akne. Behandlung epithelialer Lasionen, Behandlung cornealer Lasionen, zur Behandlung der Narben- 
bildung bei Augenverletzungen. zur Behandlung von Sklerltis. nicht-heilender Cornea-Erosionen, Xerose 
und/oder Keratose. 

5. Verwendung nach Anspruch 1 zur intra- und/oder postoperativen Behandlung und/oder der Behandlung 
von offenen Wunden oder der genannten EntzUndungen. 

6. Verwendung nach Anspruch 1 zur Hemmung der Neovaskularisierung, zur Behandlung von cornealen 
Infiltraten der Augen Oder von HornhautentzUndungen der Augen von Kontaktlinsentragern. 

7- Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die operative Behandlung eine Laserkera- 
tektomie ist und/oder die offenen Wunden oder EntzUndungen eine Folge der Laserkeratektomie sind. 

8. Verwendung nach Anspruch 1* zur Behandlung von AugenentzUndungen und Augentrubungen, z.B. 
nach Laserbehandlung, normaler Augenchirurgie (z.B. Vitrektomie, Kataraktchirurgie, extrakapsulare 
Kataraktextraktion. Linsenoperatlonen. Linsenaustausch. Linsenimplantation. Keratoplastie. Hornhaut- 
transplantationen) sowie als Konsequenz der folgenden Erkrankungen: Konjunktivitis, Keratokonjunktivi- 
tis, Keratokonjunktivitis sicca, Iritis, Iridocyclitis, Keratitis, Graves Ophthalmopathie, Mooren's ulcer, 
Vaskulitis, Uveitis, bei allergischen Erscheinungen im Auge, Infektionen, Stoffwechselstorungen, Ent- 
zUndungserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (z.B. Systemischem Lupus erythematodes, We- 
gener Syndrom, rheumatischer Arthritis, Sarcoldose, Polyarthritis, Pemphigus. Pemphigoid, Erythema 
multiforme, Sjogren's Syndrom, entzundtiche Darmerkrankungen (Inflammatory Bowel Disease), Multi- 
ple Sklerose, Myasthenia gravis, Keratitis, Skleritls. 

9. Verwendung nach Anspruch 1 zur Vermeidung der Narbenbildung am Auge nach chirurgischem Eingriff 
Oder nach Verletzung. 

10. Verwendung nach Anspruch 1 zur Hemmung der Neovaskularisierung bei Retinopathie. insbesondere 
bei Diabetikern, bei Retinaablosung, GefSfiverletzung der Retina oder EntzQndung der Retina und Uvea 
Oder bei Hornhauttransplantationen. 

11. Venrt^endung nach Anspruch 1 zur Verwendung bei Transplantationen am Auge, insbesondere bei 
Hornhauttransplantationen. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Odemen im Augenbereich, z.B. Makula-Odem. 
Submakula-Odem, Odem nach Photokoagulation, Cornea-Odem, Konjunktiva-Odem, Retina-Odem. 
Odem in der Umgebung des Auges. 

13. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Infiltrationen im Augenbereich. insbesondere der 
Cornea, der Augenkammer, der Konjunktiva und der Sklera. 

14. Verwendung nach Anspruch 1 zur Beschleunlgung der Wundheilung, insbesondere im ophthalmologi- 
schen Bereich. 

15. Verwendung nach Anspruch 1 zur lokalen Injektion, wie z.B. Injektion in Subkonjunktiva, Glaskdrper, 
Augenkammer oder Sklera. 

16. Verwendung nach Anspruch 1 zur Applikation mittels Mikroinjektion. 
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17. Verwendung nach Anspruch 1 zur Verwendung als SpGII5sung. 

18. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1 in Kombination mit einem biologisch abbaubaren 
TrMgersystem. 

19. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1 in Kombination mit einem pharmazeutlsch akzeptablen 
Carriersystem, wie z.B. Cellulosederivaten. poiymeren Matrices oder Kontaktlinsen. 

20. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1 in Kombination mit Stabilisatoren. 

21. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1 in Kombination mit weiteren Wirl^stoffen. 

22. Verwendung von Inhibitoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als weitere Wirkstoffe ein 
Oder mehrere Antibiotika verwendet werden. 



15 



Europ&isches 
PaCentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERICHT 



Nufflfnnr der Anmeldung 



EINSCHLAQIGE DOKUMENTE 



EP 93105801.0 



Kategode 



Kennxotohnung das Dokuin«ms mlt Anpabe* soweit odortferltcti. 
der fna8goOltch«n T«ile 



Betriltt 
Anspruch 



KUkSSlFlKATlOMOCn 
ANMClJOUNG<lnl O.^ 



EP - A2 - 0 356 945 
(BEHRINGWERKE) 

* PatentansprQche 1-3,6 * 

WO - Al - 91/09 124 
(BIOTECH AUSTRALIA) 

* Patentanspruche 23,24,27, 
28,31 * 

EP - A2 - 0 451 130 
(BALTIMORE BIOTECH) 

* Patentanspruch 15; Seite 
10, Zeilen 4-23 * 



1-3,5, 
20 



1-3, 
18, 19 



1,2,4, 
6,8 



A 61 K 37/64 



RECHERCHIERTE 
SACHGCeiETe(lnl.a^ 



A 61 K 



Oer vfKlicqende Recherchenberichi wrurdo lur alM Palenlansprvcfte ersiellt. 



WOLF 



Priiler 



KATEGORIE OER GENANNTEN DOKUMENTEN E : 

X : von besonderer Bedeutung allein betrachtot 
Y : von oesonderer Bedeutung in Verbindung mil einer O : 

anderen Ver6f fentlichung derselben Kategone L : 

A : technologischef Hintergrund 
O : nicMschrifiliche OMenbarung 

P ; Zwischenltteratur & : 

T : der Ertindung zugoinde liegende Tfteorien Oder Gfunds&Ue 



aiteres Patentdokumem. das leooch erst am Oder 
nacn dem Anmeidedaium verof f entlicht worden tst 
in der Anmeldung angetuhrtes Ookument 
aus andern Grunden angetuhrtes Ookument 



Mitglied dergtetchen Patentfamilie. ubcrein- 
siimmendes OoKumeni 



